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Białka przeciwlodowe (z ang. ice binding proteins - IBPs) są sposobem na 
adaptację wielu organizmów psychrofilnych do niskich temperatur, tj. 
poniżej 5 °C. Zostały one wyizolowane z bakterii, drożdży, grzybów czy 
nawet organizmów wyższych żyjących w rejonach Arktyki oraz Antarktydy. 
W  środowisku naturalnym występuje kilka rodzajów tych białek. Jedne z 
nich - białka przeciwzamarzaniowe (z ang. antifreeze proteins - AFPs) - 
wiążą się do lodu, co powoduje zwiększenie termicznej histerezy i 
inhibicję rekrystalizacji, co zapobiega tworzeniu się większych kryształów 
lodu. Ich powstanie mogłoby spowodować uszkodzenie organelli 
komórkowych, a w rezultacie nawet śmierć komórki. Z kolei białka 
nukleacyjne lodu (z ang. ice-nucleating proteins -  INPs) pozwalają na 
formowanie kryształów w temperaturach między -8 °C a -15 °C.
Odkrycie oraz zbadanie właściwości białek przeciwlodowych sprawiło, że 
nastąpił wzrost zainteresowania nimi pod kątem przemysłowym. Są one 
przydatne tam, gdzie istotna jest ochrona przed formowaniem większych 
kryształów lodu - m.in. w przemyśle spożywczym, rolnictwie czy 
medycynie, a dokładniej krioprezerwacji. Krioprezerwacja pozwala na 
długoterminowe przechowywanie próbek biologicznych. Wysoką 
przeżywalność komórek po rozmrażaniu zapewnia dodatek 
krioprotektantu, np. DMSO (dimetylosulfotlenek) czy glicerolu. Jednak 
najczęściej używane krioprotektanty nie inhibitują efektywnie 
rekrystalizacji oraz są cytotoksyczne, dlatego poszukiwane są nowe 
rozwiązania. W  poniższym artykule zostało opisane zastosowanie 
rekombinowanych białek przeciwlodowych pochodzących z arktycznych 
drożdży Glaciozyma sp. (LelBP), które zwiększają żywotność 
krioprezerwowanych ssaczych komórek.
Wstęp powierzchni ziemi. Są w stanie byto­
wać w glebach polarnych i wysokogór- 
Psychrofile, czyli organizmy żyjące skich, zimnych wodach oceanicznych
w niskich temperaturach (poniżej czy nawet na lodowcach, dzięki posia-
15°C), zasiedlają więcej niż 80% danym różnorodnym adaptacjom do
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takiego środowiska wytworzonym 
w toku ewolucji. Na poziomie moleku­
larnym do takich adaptacji można 
zaliczyć m.in. syntezę krioprotektan- 
tów czy zwiększenie płynności błony 
lipidowej przez zmianę składu kwasów 
tłuszczowych w lipidach błonowych 
[1]. Ze względu na zakres tolerancji na 
temperaturę, wyróżnia się dwie grupy 
organizmów psychrofilnych - fakulta­
tywne i obligatoryjne. Psychrofile fa­
kultatywne preferują środowiska
zimne, ale są w stanie przeżyć w wa­
runkach poniżej 0°C. Żyją w środowi­
skach, które są zmienne w zależności 
od pór roku. Z kolei psychrofile obliga­
toryjne można spotkać w stale zim­
nych regionach, w strefach podbie­
gunowych, morskich głębinach, na 
lodowcach. Nie lubią temperatury 
większej niż 20°C, a najbardziej opty­
malna dla nich to poniżej 15°C [2]. Nie 
tylko temperatura jest czynnikiem 
utrudniającym przetrwanie w takich 
warunkach, do innych zaliczamy rów­
nież - brak wody, wysokie zasolenie, 
promieniowanie UV oraz niską dostęp­
ność składników odżywczych. Imponu­
jąca zdolność organizmów psychro- 
filnych nie tylko do przeżycia, ale i roz­
woju w takich warunkach przyciągnęła 
uwagę naukowców. Odkrycie różnych 
rodzajów białek przeeiwlodowych 
u wielu gatunków bakterii [3], drożdży 
[4], grzybów [5], a nawet owadów i ro­
ślin [6], wzbudziło zainteresowanie ze 
względu na potencjalną możliwość za­
stosowania ich w wielu gałęziach prze­
mysłu, medycynie, czy rolnictwie.
Ryc.l. Inhibicja rekrystalizacji lodu (IRI) przy 
obecności i jej braku białek AFP [7]
Rodzaje i funkcje białek przeciwlo- 
dowych
Białka przeciwlodowe (ang. ice bin­
ding protein, IBP), kluczowe dla prze­
trwania organizmów w niskich 
temperaturach, można podzielić na 
białka przeciwzamarzaniowe (ang. an­
tifreeze protein, AFP) oraz na białka 
nukleacyjne lodu (ang. ice-nucleating 
protein, INP). Białka INP inicjują for­
mowanie się kryształów lodu w niskich 
temperaturach, a białka AFP obniżają 
temperaturę zamarzania cieczy w ko­
mórkach przez co zwiększają termicz­
ną histerezę (ang. thermal hysteresis, 
TH), czyli różnicę między temperaturą 
rozmrażania i zamrażania, aby chronić 
przed nielimitowanym rozrastaniem 
się kryształów lodu oraz hamują rekry­
stalizację lodu (ang. ice recrystalliza- 
tion inhibition, IRI), co zapobiega 
zamarzaniu cieczy w komórkach, 
a w konsekwencji ich śmierci. Współ­
istnienie tych dwóch procesów - TH 
i IRI - sprawia, że tworzące się krysz­




rzającego białka AFP jest arktyezna 
bakteria Mańnomonas primoryensis, 
która syntetyzuje białko MpAFP w celu 
uzyskania dostępu do tlenu i składni­
ków odżywczych. MpAFP jest zewną- 
trzkomórkowym białkiem multime- 
rycznym (o domenach zaznaczonych 
na rycinie jako RI-RV) ze strukturalny­
mi motywami wiążącymi jony Ca2+, 
które z jednej strony zakotwiczone jest 
w błonie komórkowej bakterii, 
a z drugiej wiąże się z lodem (Ryc. 2). 
Z kolei chorobotwórcza bakteria ata­
kująca rośliny - Pseudomonas syringae 
- w temperaturze od -5 do -12°C wy­
twarza białka INP, które zwiększają 
odporność na zamarzanie poprzez for­
mowanie kryształów na zewnątrz ko­
mórki. [8]. Dlatego też białka INP 
mogą mieć związek z wirulencją tej 
bakterii - mogą powodować uszkodze­
nia nabłonka roślin, co daje bakteriom 
łatwy dostęp do składników odżyw­
czych.
Struktura białek
W zależności od pochodzenia białka 
AFP różnią się od siebie strukturą
Ryc. 2. Wiązanie białka MpAFP z lodem w celu 
pozyskania ułatwionego dostępu do tlenu, 
światła i substancji odżywczych dla bakterii 
Marinomonas primoryensis [7]
przestrzenną- od długich równole­
głych a-helis do dużych uporządkowa­
nych P-solenoidów [9] - oraz masą 
molekularną - od 3,24 kDa (białko po­
zyskane z flądry Pseudopleuronectes 
americanus) do 1,5 MDa (z Gram- 
ujemnych antarktycznych bakterii 
Mańnomonas primoryensis) [10, 11]. 
Białka te uznano za odległe ewolucyj­
nie, będące rezultatem niezależnych 
od siebie procesów jak konwergencja 
czy horyzontalny transfer genów. Gli- 
koproteiny (ang. antifreeze glycoprote­
in, AFPG) różnych gatunków ryb są
Ryc.3. Struktury białek przeciwzamarzaniowych pochodzących z wybranych organizmów (dane 
z bazy PDB). Od lewej: białko ryby Sarritor leptorhynchus (A), stawonoga Hypogastrura nivicola (B), 
rośliny uprawnej Lolium perenne (C), antarktycznej bakterii Colwełlia (D) oraz arktycznych drożdży 
Leucosporidium (E) [7]
uznawane za pochodzące od genu ko­
dującego trypsynogen, a AFP z roślin 
od genów kodujących chitynazy [7].
Zastosowanie w biotechnologii
Rekombinowane białka AFP wyizolo­
wane z ryb są stosowane w przemyśle 
spożywczym w celu polepszenia jako­
ści żywności utrwalonej przez zamro­
żenie, np. lodów [12], mięsa [13] czy 
warzyw [12]. Z kolei białka INP uży­
wane do celów przemysłowych pocho­
dzą zwykle z bakterii. Podnoszą one 
temperaturę zarodkowania lodu, co 
skutkuje mniejszym zużyciem energii 
potrzebnej na zamrożenie żywności, 
a tym samym niższymi kosztami [14]. 
Bakterie te zostały też wyizolowane 
z próbek wody deszczowej oraz śniegu 
[15], co przemawia za stwierdzeniem, 
że mają one wpływ na procesy mete­
orologiczne oraz na obieg wody 
w przyrodzie. Co ciekawe, jednym 
z najważniejszych zastosowań INP jest 
produkcja sztucznego śniegu z wyko­
rzystaniem preparatu Snomax, w któ­
rym białkowy ekstrakt z bakterii 
Pseudomonas syńngae indukuje i przy­
spiesza wytwarzanie śniegu [16].
Zastosowanie w rolnictwie
W Stanach Zjednoczonych zniszczenia 
dokonane przez mróz są odpowiedzial­
ne za więcej strat ekonomicznych niż 
przez jakiekolwiek inne czynniki pogo­
dowe [17]. Zbadano wiele organizmów, 
które są w stanie tolerować niskie 
temperatury dzięki hamowaniu rekry­
stalizacji lodu. Niektóre gatunki cen­
nej trawy pastewnej Lolium perenne
dokonują sekrecji białek AFP do prze­
strzeni międzykomórkowej i apoplastu, 
co zmienia temperaturę zamarzania 
i rozrastanie się kryształów [18]. Do­
datkowo inne rośliny wytwarzają krio- 
protektanty takie jak trehaloza czy 
sacharoza, które pozwalają roślinie 
umożliwiają przetrwać niskie tempera­
tury bez ryzyka formowania się krysz­
tałów lodu w ich tkankach [19]. 
Obecnie jako metody zapobiegania 
zniszczeniom przez mróz, stosuje się 
głównie metody fizyczne polegające na 
m.in. używaniu ogrzewaczy czy sztucz­
nej mgły. Generuje to jednak duże 
koszty, dlatego też badania nad zasto­
sowaniem białek przeciwlodowych 
w rolnictwie są bardzo pożądane i eko­
nomicznie uzasadnione.
Badania nad krioprezerwacją na 
komórkach ssaczych
Najbardziej obiecującą rolę białka IBP 
mają do odegrania w krioprezerwacji. 
Krioprezerwacja pozwala na przecho­
wywanie próbek biologicznych, tkanek 
czy organów w niskich temperaturach. 
Głównym powodem śmierci komórek 
w jej trakcie jest rekrystalizacja lodu. 
Białka przeciwlodowe potrafią wstrzy­
mać ten proces, dlatego uważa się, że 
mogą one zwiększyć żywotność komó­
rek po krioprezerwacji poprzez niwe­
lowanie możliwości powstawania 
uszkodzeń przez rekrystalizację lodu 
[21]. Wydają się one być dobrym za­
miennikiem tradycyjnych krioprotekta- 
nów jak DMSO czy glicerol, których 
wadą jest mało efektywne hamowanie 
rekrystalizacji, ich cytotoksyczność 
oraz konieczność użycia ich dużych
stężeń.
Potwierdził to zespół naukowców z Ko­
rei Południowej - rekombinowane biał­
ka IBP pochodzące z arktycznych 
drożdży Glaciozyma sp. (LelBP) mogą 
zwiększyć żywotność krioprezerwowa- 
nych ssaczych komórek [20], co zosta­
nie przedstawione w dalszej części 
artykułu. Warto wspomnieć też, że ta 
sama grupa odkryła wcześniej, że do­
datek rekombinowanych białek LelBP 
do medium zamrażajacego redukuje 
hemolizę ludzkich czerwonych krwinek 
po rozmrożeniu.
Materiały i metody
Badania wykonano na linii ludzkich ko­
mórek raka szyjki macicy (HeLa), my­
sich fibroblastach (NIH/3T3), ludzkich 
preosteoblastach (MC3T3-E1), komór­
kach jajnika chomiczaka pręgowanego 
(CHO-K1) oraz ludzkich keranocytach 
(HaCaT).Do doświadczeń użyto rekom- 
binowanego białka LelBP, które wypro­
dukowanego przez metylotroficzne 
drożdże Pichia pastońs.
Komórki zostały zamrożone do -80°C 
w obecności DMSO i roztworu FBS 
(ang. fetal bovine serum; serum płodo­
we z cieląt) zarówno z dodatkiem Le­
lBP, jak i bez niego. Przeprowadzono 
test inhibicji rekrystalizacji lodu, który 
polegał na tym, że roztwór wodny za­
wierający różne stężenia białek LelBP 
zawieszonych w DMSO został upusz­
czany jako pojedyncza kropla na schło­
dzoną do -78°C płytkę aluminiową. 
Kropla momentalnie zamarzała na niej 
w formie dysku o średnicy 1 cm i gru­
bości 2 pm, a następnie przenoszono 
płytkę do inkubacji przez 60 minut
w -6 °C. Określono także minimalną 
dawkę efektywną oraz sprawdzono ży­
wotność komórek po rozmrożeniu pod 
mikroskopem.
Omówienie wyników
Na wstępie wykonano test inhibicji re­
krystalizacji lodu. Kryształ lodu w sa­
mym 5% DMSO (tak samo w 2,5%) był 
mniejszy niż w kontrolnym PBS. 
W PBS oraz w 2,5% i 5% roztworze 
DMSO zawierającym LelBP, rekrystali­
zacja lodu także została zahamowana. 
Zatem, LelBP pozostaje aktywne 
w obecności DMSO (Ryc.4).
Następnym etapem było sprawdzenie 
przez badaczy minimalnej efektywnej 
dawki LelBP do krioprezerwacji.
Ryc. 4. Test inhibicji rekrystalizacji lodu przez 
LelBP. Obrazy zostały zrobione w 0 (lewa kolum­
na) i 60 minucie (prawa kolumna). Od lewej: 
sam PBS (A), 0 mg/ml LelBP (B), 0.001 mg/ml 
LelBP (C), 0.1 mg/ml LelBP z 5% DMSO (D) [20]
Wartość MEC testowana była dla ko­
mórek HeLa oraz NIH/3T3. Dla HeLa 
wyniosła 0,1 mg/ml LelBP w 10% 
DMSO i 0,25 mg/ml LelBP w 5% 
DMSO (Ryc. 5). Różnice żywotności 
w stężeniach większych od 0,1 mg/ml 
były nieznaczne. Dla komórek NIH/ 
3T3, wartość MEC wynosiła 0,1 mg/ml 
zarówno w 5% jak i 10% DMSO. 
Kolejnym krokiem było zbadanie ży­
wotności krioprezerwowanych ssa- 
czych komórek w w LelBP. Żywotność 
komórek była zwiększona w obecności 
LelBP, szczególnie 48 h po rozmraża­
niu (Ryc.6). Bezpośrednio po rozmra­
żaniu, nie zaobserwowano żadnych 
drastycznych różnic, ale po 48 godzi­
nach żywotność poprawiła się dla 
wszystkich typów komórek krioprezer­
wowanych w LelBP w 5% DMSO/5% 
FBS. Wyniki pokazują też, że 0,1 mg/ 
ml LelBP w 5% DMSO/5% FBS gwa­
rantuje większą wydajność krioprezer- 
wacji niż 10% DMSO/10% FBS, co 
sugeruje, że dodatek LelBP zwiększa 
żywotność komórek ssaczych oraz re­
dukuje cytotoksyczne działanie DMSO. 
Jednak zupełne zastąpienie DMSO 
białkami LelBP nie pozwoliło na uzy­
skanie pozytywnych rezultatów.
Ryc. 5. Określenie wartości mini­
malnej dawki efektywnej LelBP do 
krioprezerwacji ssaczych komórek. 
Stężenie LelBP w komórkach HeLa 
wynosiło od 0 do 0.5 mg/ml w 5% 
i 10% DMSO. żywotność komórek 
HeLa po rozmrożeniu wykonano 
używając barwienia jodkiem propi- 
dyny [20]
Podsumowanie
Wyniki pokazały, że dodatek LelBP 
znacząco zwiększa żywotność różno­
rodnych ssaczych komórek po kiiopre- 
zerwaeji. Są one zgodne z innymi 
doniesieniami, sugerującymi że użycie 
innych białek przeciwlodowych, po­
dobnych do przedstawionego w zacy­
towanej pracy LelBP, może polepszać 
żywotność komórek. Co więcej, doda­
tek LelBP pozwala na zredukowanie 
efektu cytotoksyczności DMSO obec­
nego w medium krioprezerwacyjnym 
do 5% w przedstawionym badaniu. 
Oznacza to, że białko LelBP ma duży 
potencjał do wykorzystania w kriopre­
zerwacji komórek eukariotycznych 
i może nawet zastąpić toksyczne krio- 
protektanty jak DMSO.
Otwiera to drogę do kolejnych badań 
nad sposobami zastosowania białek 
przeciwlodowych w krioprezerwacji 
i w szeroko pojętej medycynie. Pomi­
mo, że białka te są nam znane od prze­
szło pół wieku, niewiele wiemy 
o różnorodności ich struktur i dokład­
nych mechanizmach działania. Ich po­
tencjał jest z pewnością znacznie 
większy niż możliwości, które poznali­
Ryc. 6. Wydajność krioprezerwacji z LelBP na podstawie żywotności różnych ssaczych komórek. Od 
lewej: HeLa (A), MC3T3-E1 (B), HaCaT (C), NIH/3T3 (D) i CHO-K1 (E). Szare słupki: komórki 
zamrożone bez LelBP, czarne - z LelBP w stężeniu 0.1 mg/ml. Zamrożone komórki zostały szybko 
rozmrożone w 37 °C łaźni wodnej przez 2 minuty. Żywotność została określona przy użyciu barwienia 
jodkiem propidyny. Niezamrożone próbki każdej z linii komórkowych służyły jako próba kontrolna [20]
śmy do tej pory, i poznanie ich lepiej 
ułatwi efektywne wykorzystanie. Waż­
nym celem naukowców jest poprawa 
wydajności produkcji białek IBP, co 
zmniejszy koszty ich użycia na skalę 
przemysłową i skomercjalizuje je.
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